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RESUMEN

“epa de Lactobacillus, identificada como Lactobacillus sp. BMPS, fue seleccionada de 320 cultivos
los de hisopados vaginales de entre 8 mujeres saludables con cero puntos segun criterio de Nugent.
bacillus sp. BMPS fue elegida en base a su produccion de peroxido de hidrégeno principalmente
g/L), incubado a 37°C durante 48 horas en caldo Man Rogosa Sharpe determinada por el método
\atico Test Peroxidos-Merckoquant®. Se mostrd la actividad antagdnica de Lactobacillus sp. BMP9
Staphylococcus aureus mediante el método del boton de Lewus y en el sobrenadante del cultivo
acilar por el halo de inhibicién de crecimiento y la no variacion de la densidad 6ptica de la cepa
dora, respectivamente, El efecto de la recolonizacion vaginal por Lactobacillus sp. BMP9, al momento
rmir por 7 noches, en las mujeres diagnosticadas con vaginosis bacteriana (VB) segun test de Nugent
raron cura del 81,75% (13/16) de VB y en las mujeres Normales (Nugent: 3 puntos) no se observd
_rfo'_'s negativos en el 100% (4/4) al dia 30 de control post-tratamiento (p<0,05) y OR 1,44. La cepa
obacillus sp. BMP9 podria ser un buen probidtico alternativo para los tratamientos y profilaxis de la VB y
infecciones genitales a investigar.
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ABSTRACT

ne strain of Lactobacillus, identified as Lactobacillus sp. BMP9, was selected from among 320 strains
Isolated from vaginal swabs of between 8 healthy women with Nugent's score 0. Lactobacillus sp. BMP9
‘Was chosen on the basis of its peroxide of hydrogen production mainly (25 mg/L), incubated at 37°C for 48

ours in Man Rogosa Sharpe broth, determined by Peroxidos-Merkoquant® enzymatic test.It was showed
& the antagonistic activity of Lactobacillus sp. BMP9 strain against Staphylococcus aureus through the spot-
n-lawn method of Lewus and in the supernatant of lactobacillary culture by the growing inhibition zone
nd the optic density no change of strain indicator, respectively.The effect of vaginal re-colonization by
i {,LaCfObaciHus sp. BMP9, at bedtime for 7 nights, in women diagnosed with bacterial vaginosis (BV) by
gNUgent test showed cure of 81,75% (13/16) of BV and in the normal women (Nugent: 3 points) it wasn't
'0b§erve negative effects of 100% (4/4) follow-up at day 30 post-treatment control (p<0,05) and Odds
tio 1,44. Lactobacillus sp. BMP9 strain could be a good alternative probiotic to the treatments and
ophylaxis of BV and others genital infections to research.
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INTRODUCCION

La microbiota vaginal humana puede
cambiar en composicién rapidamente, entre mas
de 50 especies, por razones no totalmente claras'y
se forma mayormente por el ascenso de microbios,
a lo largo del periné, del recto a la vagina.” Las
cantidades y tipos de microbios fluctuan con los
niveles hormonales, contacto sexual, duchas
vaginales y dieta; sin embargo, la composicion
basica es relativamente simple, con lactobacilos
(LB) dominantes en mujeres saludables.’

Las infecciones del tracto urogenital de
origen bacteriano tienen una alta incidencia entre
la poblacion femenina mundial en edad
reproductiva. Una gran proporcion de estas
enfermedades, como la vaginosis bacteriana (VB)
son causados a menudo por multiples agentes
patogenos, tales como Gardnerella vaginalis,
Mobiluncus vy Bacteroides spp., Peptococcus,
Peptoestreptococcus, Prevotella, Mycoplasma
hominis etc.* _

El género Lactobacillus consiste en bacilos
grampositivos, no esporulados, catalasa y oxidasa
negativo, no reducen nitrato, no producen indol ni
H,S, no licua la gelatina. La mayoria son
homofermentativas, es decir forman acido lactico a
partir de glucosa como producto final de
fermentacién, estédn ampliamente distribuidos en
la naturaleza y en los humanos habitan como
componente importante de la flora autoctona: en la
vagina, tracto gastrointestinal y orofaringe. El
término “Bacilo de Doderlein” incluye a cepas
vaginales humanas de L. acidophilus, L. casei, L.
fermenti, L. celobiosus y Leuconostoc
mesenteroides.’

En mujeres sanas, la microflora vaginal
estd dominada por especies de LB, con un nivel de
10" - 10° UFC/g de liquido, que ejercen una
influencia significativa sobre la microbiologia del
ecosistema; los LB autdctonos previenen el
sobrecrecimiento e invasion de bacterias
patdégenas® por una combinacion de mecanismos
como: exclusién, competencia por nutrientes y
liberacién de sustancias antimicrobianas, tales
como el perdxido de hidrégeno, dcidos organicos,
bacteriocinas, y biosurfactantes.”

Los probidticos son “microorganismos
vivos que cuando son administrados en las
cantidades adecuadas, confieren un beneficio
saludable sobre la salud del huésped, o su
fisiologia”.” Actualmente hay un creciente interés
en la utilizacion de los LB como probidticos
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vaginales humanos.”” Estas bioterapias serian una
alternativa eficaz al tratamiento convencional con
antibacterianos contra patégenos que ya han
desarrollado resistencia,”'” teniendo ademas la
ventaja de poder administrarlo durante el
embarazo sin ningun riesgo,” pues se ha observado
al menos en ratones hembras, que no produjo
efectos adversos, ni modificaciones estructurales o
ultra estructurales en la vagina.”

El &cido lactico producido por los
Lactobacillus spp. ha sido ampliamente
considerado como el factor que permite dominar el
ecosistema vaginal; sin embargo, datos recientes
sugieren que puede ser la produccion de H,0,."”
Mujeres colonizadas con LB productores de H,0,
son mas propensas a mantener una flora vaginal
normal que las mujeres con LB no productores de
H,0,." Las especies de Lactobacillus facultativas
producen grandes cantidades de peroxido de
hidrogeno, mientras que las anaerobias no
producen.’

La produccion de H,0, estd fuertemente
ligada con las especies y es un predictor para la
colonizacién sostenida a largo plazo de la vagina.
En mujeres monitoreadas durante 8 meses, el 96%
(96/101) de quienes mantuvieron colonizacién por
Lactobaciflus spp. fueron colonizadas por cepas
productoras de H,0, de Lactobacillus crispatus o L.
jensenii. En contraste, el 5% (1/21) de mujeres
permanecid colonizada por cepas de LB no
productoras de H,0,. _

Lactobacillus paracasei LCR 1289 es una
cepa seleccionada de vagina humana por su
potencial probidtico capaz de inhibir a
Staphylococcus aureus in vitro debido al H,0,
producido’, por su adherencia a las celulas
epiteliales vaginales y la competencia para
receptores especificos de la exclusion.’

Con la visién de desarrollar una

formulacion de probidticos para el tratamiento y la
prevencién no solo de la VB sino también otras
infecciones del tracto urogenital, la presente
investigacion pretendio obtener una cepa vaginal
de Lactobacillus sp. productor de H,0, para el
tratamiento de la vaginosis bacteriana, para luego
analizarle algunas otras caracteristicas probioticas
y tecnologicas.
El objetivo de la investigaciéon fue evaluar el
efecto de un cultivo probiodtico potencial obtenido
de Lactobacillus sp. en la recolonizacién vaginal de
mujeres con vaginosis bacteriana.

MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se organizé en dos
fases: 1) La obtencion'de una cepa de Lactobacillus
sp. probiodtico potencial (LBP) principalmente en
funcién de sus mayores niveles de produccién de
H,0, y 2) Evaluacidn del efecto de la recolonizacion

vaginal con dicha cepa de LBP en pacientes con
Vaginosis Bacteriana (VB), atendidas por consulta
externa en Ginecologia del Hospital II Chocope -
EsSalud, La Libertad, entre Noviembre del 2009 y
Diciembre del 2010.
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MATERIAL BIOLOGICO
La cepa de LBP denominada BMP9.

Las mujeres categorizadas segun criterio de
Nugeﬂt]& que cumplieron criterios de inclusion vy
exclusion: Para obtener la cepa de LBP, 8 de 18 a 38
afios de edad con cero puntos, y para evaluar el
efecto de la recolonizacion vaginal por BMPS, 16 de
23 a 40 afios de edad con VB (7 a 10 puntos) y 4 de
23 a 39 afios con 3 puntos.

METODO

1. Obtencion del LBP vaginal

Aislamiento, Identificacion y Seleccion.

La cepa de LBP BMP9 vaginal se obtuvo de
entre 8 mujeres saludables (Nugent: 0 puntos). Las
muestras se enriquecieron en caldo Man Rogosa
~ Sharpe (MRS) durante 24 horas y luego se sub-
~cultivaron en Agar MRS e incubaron a 35 - 37°C, 5 -
7% de CO, por 24 - 48 h. Se aislaron y pre-
seleccionaron 10 a 20 cultivos puros por cada una
de las 4 muestras por donante, que no mostraron
__crecimiento de hongos, enterobacterias ni cocos
- grampositivos e identificaron por sus
_ caracteristicas morfoldgicas, tintoriales y pruebas

- bioquimicas confrontédndolo con las de L.
_ acidophilus ATCC 4356.
' Las cepas con produccién >20 mg/L de

H,0, en caldo MRS a 37°C / 24 - 48 h. segun Test
eréxidos - Merckoquant-Merck®, crecimiento
ptimo en 24 - 48 h. y supervivencia en agar MRS
por 2 7dias, fueron pre-seleccionadas. Finalmente
e eligieron aquellas que ademas mostraron la
mayor adhesion a células epiteliales en la muestra
original, produccion estable de H,0, tras
subcultivos en caldo MRS a 35 - 37°C cada 72 horas
¥ lograron la mayor acidez final (pH: 4,5).
Actividad antagonica de LBP BMP9 contra
Staphylococcus aureus.

E: Se utilizé el método del botén' y un cultivo
alvaje indicador de S. aureus identificado por el
sistema automatizado MigroScan-Siemens®. La
prueba se realizé en agar MRS, anaerébicamente a
35 - 37°C. En placa de Petri de 100x15 mm con 10
mL de agar MRS, se coloco 2 pL de una suspensién
con densidad optica (DO) 1,70 de LBP BMP9Y
| Cultivada en agar MRS por 18 h y se incub6 8 h.
-Uego se adiciono 9 mL de Agar Miieller Hinton con
£ 50 pL de la suspensién salina del cultivo indicador
oveny DO de 0,06. La placa se incubd en 5a 7% de
-0, por 18 h. El efecto antibacteriano se detectd
POr presencia de halos de inhibicién de crecimiento
ededor de las cepas de LBP BMP9 y por la
« Présencia de catalasa. Ademds, en tubos
onteniendo 3 mL de caldo MRS y de sobrenadante
| cultivo de LBP BMP9 en caldo MRS incubado 24

; En general las colonias de LBP
]Eccionadas presentaron forma circular,
!9eramente convexa y borde entero en agar MRS,
hemoliticas. Los bacilos fueron Grampositivos,
€sporulados, rectos y algunos ligeramente

-48 h.a 35 - 37°C, 5 - 7% de CO,, DO final 0,20,
pH final de 4,5 y 25 mg/L de H,0, obtenido tras la
centrifugacion a 5000 rpm durante 5 minutos, se
inocularon sendos cultivos de la cepa indicadora
equivalentes a DO iniciales: 0,01 y 0,06. Los
sistemas se incubaron a 35 - 37°C y durante cada
hora durante 24 h. se midio la DO.

2. Evaluacion de LBP BMP9 como probiético
vaginal

Grupo Tratamiento: Las 20 pacientes que
recibieron vaginalmente, al acostarse durante 7
noches, en jeringa de tuberculina nueva, una
suspension de 107 Lactobacillus sp. BMP9 productor
de H,0, viables’ en 1mL de SSF estéril. De las
cuales 16 tuvieron VB y 4 fueron Normales segun
criterio de Nugent.

Obtencion de biomasa de LBP BMP9: La
biomasa del LB H,0, Positivo seleccionado se
realizd en agar MRS a partir de subcultivos en
caldo MRS, incubado a 35 - 37°C. por 18 - 24 horas
y 5 - 7% de CO,. El cultivo puro de LBP BMP9 se
suspendio en SSF estéril hasta la DO deseada.
Presentacidon del inéculo para tratamiento:
Las pacientes recibieron un tubo pyrex tapa rosca
de 5 mL de capacidad, dentro de un sobre de papel
aluminio, conteniendo 3 mL de una suspension de
LBP BMP9, con DO 1,70 en el MicroScan
TurbidityMeter-Siemens®equivalente a 10* UFC/mL
determinado por recuento en placa de diluciones
decimales seriadas. :
Medicion del efecto de recolonizacién vaginal
por LB H,0, Positivo BMP9: Los controles se
realizaron los dias 1, 7, 15 y 30 post-tratamiento.*
Se realizaron sendas calificaciones de la secrecion
vaginal segun criterio de Nugent™.

Las muestras se colectaron con ayuda de
espéculos sin lubricacion e hisopos estériles. Un
primer hisopado se colocd dentro de tubo
conteniendo 10 mL de caldo MRS. El segundo se
extendid sobre una lamina portaobjeto para la
tincién Gram® y luego se introdujo en un tubo
conteniendo SSF estéril para la calificacion de la
muestra.

Analisis estadistico: Los resultado sobre el efecto
de la recolonizacion vaginal por Lactobacillus sp.
BMP9 en mujeres con vaginosis bacteriana
mostrados se analizaron, aplicandose la prueba de
Ji-Cuadrado (Xi®) y Z con una significancia
estadistica del 95% y el Odds ratio para conocer el
efecto protector de la cepa BMP9.

Aspectos éticos: Se siguieron las pautas éticas
internacionales para la investigacion biomédica en
seres humanos.”

RESULTADOS

curvados, catalasa acido sulflrico
negativo.

LBP MBP9 se eligi6 para evaluar su
potencial como probidtico vaginal, de entre 4 de 13

cultivos puros pre-seleccionados productores de

negativa,
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mas de 25 mg/L de H.,O, en caldo MRS a 35 - 37°C,
5 - 7% de CO, por 24 - 48 horas segin el método
enzimatico Test Perdxidos - Merckoquant-Merck",
a partir de 320 cultivos de LB aislados de la
secrecion vaginal de entre 8 mujeres con score cero
puntos segun criterio de Nugent.

LBP BMP9 demostro tener actividad
antagénica contra la cepa salvaje de
Staphylococcus aureus, evaluado mediante el
método de Lewus y por la inhibicion del crecimiento
del sobrenadante de caldo MRS donde creci6. El
efecto se evidencid por la formacion de halos de
inhibicién de crecimiento y la no variacion de las DO
iniciales, respectivamente; en cambio, en caldo
MRS la cepa indicadora logré DO finales

equivalentes a 0,18 y 0,31 a partir de 0,01 y 0,06
respectivamente.

Mediante el criterio de Nugent, se evalud el
efecto de la recolonizacion vaginal en un grupo de
16 mujeres con VB (7 - 10 puntos) y en otro de 4
mujeres Normales (0 - 3 puntos), hasta los 30 dias
de control post-tratamiento (Anexo 1). En el grupo
VB, el éxito llegd al 68.8% de normalizacion
(Nugent final: 0 a2 3 puntos) y al 81.25 % si lo
consideramos como cura de VB (< 7 puntos)
(p<0.05) (Fig.1). No se observo efectos adversos y
la recolonizacién con incremento de LB es 44% mas
probable en mujeres con VB que en Normales,
cuando reciben vaginalmente un tratamiento con
Lactobacillus sp. BMP9, al dia 30 de control post-
tratamiento (Odds ratio 1,44).

Figura 1. Efecto del tratamiento vaginal por Lactobacillus sp. BMP9. en mujeres con
Vaginosis Bacteriana (VB) y Normales segun criterio de Nugent al dia 30 de control post-
tratamiento. (Z,: -1,312; a = 0,05) (Odds ratio = 1,44).
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NO
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DISCUSION

Nuevas cepas de Lactobacillus spp.
aisladas de vagina de mujeres saludables han
demostrado que podrian ser candidatas
prometedoras para uso en la preparacion de
productos probidticos.”  Estudios previos han
informado de que los lactobacilos adhesivos
pueden inhibir in vitro la adhesién de patégenos
tales como E. coli, G. vaginalis, P. aeruginosa, K.
pneumoniae, S. aureus, S. agalactiae y Candida
albicans’. ;
La identificacion de la cepa Lactobacillus
sp. BMP9 se hizo en base a caracteristicas
fenotipicas, aungue actualmente puede hacerse
mediante técnicas de biologia molecular.”

Considerando el antecedente de que la
normalidad, segun criterio de Nugent, en mujeres
no gestantes y en edad fértil esta mejor asociado a
la presencia de LB vaginales productores de altos
niveles de H,0,,”” en gestantes con un reducido
riesgo de VB en las 20 semanas de gestacion® y
reduccidn de vulvovaginitis recurrente,” el criterio
principal para su seleccién como LBP fue la mayor
produccion de H,O,

Otras caracteristicas de los LBP a
considerarse es la habilidad de coagregacion con
bacterias,” la habilidad de adhesion a células
cérvicovaginales,” tiempo 6ptimo de crecimiento,
de supervivencia, acidez y estabilidad en la
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produccion de H.,0,; este dultimo criterio
probablemente tiene relacion con la colonizacion
vaginal sostenida a largo plazo por este tipo de
cepas encontradas en otras investigaciones.” El
patron de resistencia antibiética,” al nonoxinol-9*
y otras caracteristicas constituyen motivos de
investigaciones futuras a considerar y evaluar en la
cepa BMP9.

La cepa BMP9 mostré una buena actividad
antibacteriana contra S. aureus. El efecto puede
deberse no solo a bacteriocinas, sino también al
acido lactico y otros metabolitos. En el
sobrenadante del caldo MRS donde crecio la cepa
BMP9, el efecto principalmente fue debido a H,O,
producido (25mg/L 6 0.735 mmol/L). Estos niveles
son mayores en comparacion a los 15.5 mg/L
encontrados por otros investigadores.” Los niveles
de pH 4,5 probablemente no fue un factor
inhibitorio para el crecimiento de S. aureus, pues es
viable en &mbitos de pH amplios.®

El tratamiento de infecciones vaginales con
muchas especies de Lactobacillus administradas en
yogurt, en tabletas o en supositorios ha mostrado
cierta eficacia clinica y en gestantes con VB en el
primer trimestre de embarazo se observd una
reduccion del 81% del riesgo de infeccion genital.’
El efecto de la recolonizacién vaginal por
Lactobacillus sp. BMP9 en mujeres con VB y
Normales, segun criterio de Nugent al dia 30 de
control post-tratamiento fue favorable con
incremento de LB y no dependié del valor de
Nugent al momento del diagndstico, nila edad (X*
= 2.9, p<0.05) (Anexo 1); sin embargo, existen
factores no considerados en el estudio que podrian
explicar los fracasos observados, como el factor
hormonal’, presencia de fagos liticos vy
probablemente otros como el inmunoldgico.

Asi mismo se refleja el factor protector de
la BMP9 como probiético vaginal al término de la
evaluacion (Figura 1). Solo en 5 de 16 pacientes
con VB no se logro la normalidad del micro-

ecosistema vaginal (Nugent: 0 - 3 puntos), aungue
2 de ellas si llegaron al estado intermedio (Nugent:
4 - 6 puntos). Con este producto se ha alcanzado
un éxito del 68.8% de restablecimiento de la
normalidad y de un 81.25% si lo consideramos
como cura de VB, esto es Nugent < 7 puntos,
aunque en este Ultimo criterio implica incluir
ademas a las de que terminaron con flora
Intermedia.

El fracaso en la curacion de VB en una
investigacion similar fue del 10%, pero utilizaron
simultaneamente dos cepas de LB;* en tanto, el
presente estudio mostré un 18.75% (3/16).
Probablemente se deba también a algunas bajas

dosis aplicadas o la inadecuada conservacion del.

producto, segun las entrevistas post-tratamiento a
las pacientes. Para que los LB ejerzan su funcion
protectora contra los agentes de la VB podria ser
necesario que se constituyan como biopelicula y
para que esto ocurra es importante la
concentracion™ y asi asegurar la proteccion
continua.

Es probable que la produccion de H,0, por
los LB sea uno de los mas importantes, pero no el
elemento primario necesario para curar la VB;
bajas concentraciones de LB productores de H.O,
fueron tdxicos para G. vaginalis, pero solo cuando
se combind con mieloperoxidasa y ClI' que se
encuentran en el mucus cervical.”

No se reportaron efectos adversos durante
la bioterapia de recolonizacion vaginal con LB
BMPS, aligual que en otras experiencias similares
con diferentes cepas probidticas’ y el efecto
favorable con incremento de LB fue 44% mas
probable en las mujeres con VB que en las
normales (Odds ratio 1,44); sin embargo, aun
cuando el efecto muy significativo (Z,: -1,312; a =
0,05) podria llegar al 100% de éxito, seria
conveniente realizar mas réplicas para obtener
mayor fiabilidad de los resultados.

CONCLUSIONES

En las condiciones de trabajo expuestas, podemos
concluir lo siguiente:

1. Se obtuvieron cultivos vaginales de Lactobacillus
Sp. productores de 25 mg/L de H202 para el
tratamiento de la vaginosis bacteriana.

2. La cepa Lactobacillus sp. BMP9 mostro, in vitro,

actividad antagonica contra Staphylococcus
aureus, inhibiendo su crecimiento.

3. La recolonizacion vaginal por Lactobacillus sp.
BMP9 logré 81,25% de cura de VB vy la
normalizacion del 68,75% en mujeres con
vagincsis bacteriana.
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Efecto de la recolonizacion vaginal por Lactobacillus sp. probidtico. ..

Anexo 1

Tabla 1. Valores de X” de las frecuencias observadas seg(in edad, grupos bacterianos y

valores de los test de Nugent al momento del diagndstico (Dx) y dias post-tratamiento

vaginal con Lactobacillus sp. BMP9, en mujeres atendidas en el Hospital de Chocope II-
EsSalud, 2010.
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Leyenda: BGP: Bacilos grampositivos, CBGv: Cocobacilos gramvariables; BGN: Bacilos gramnegativos, BcGN: Bacilos
curvos gramnegativos. N-0, score Nugent el dia de diagndstico; N-1, score Nugent el dia 1 post- tratamiento;
N-2, score Nugent el dia 7 post- tratamiento; N-2, score Nugent el dia 15 post- tratamiento; N-4, score
Nugent el dia 30 post- tratamiento;

Chicuadrado (X* ) cong.1 19x7= 133; p:0.05 = 160.915
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